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近年，細胞の機能改変技術は注目を集めている．
この技術の発展は，例えばどんな細胞・器官・臓器
へも姿を変える可能性のある，iPS 細胞を利用した
医療分野などに貢献すると考えられ，山中と中村
（2007）が総説を報告している．これに対し Saito, 
Suekane, Akagi, Taguchi, Ichiki（2009）は光化学酸化
反応を細胞膜穿孔法に応用し，新たな細胞改変技術
として近年注目を集めている．この穿孔法の大きな
特徴は，細胞群への穿孔を行えるため効率が良い，
細胞自身が修復できる程度の酸化処理によって，穿
孔を行うため細胞生存率が高いといったことが挙げ
られる．しかし，発展途上の技術であるため，実用
化するためのデータが不足していた．
これまでの研究では，光化学細胞膜穿孔法の基本
的な技術基盤を固めることを目的として，細胞膜穿
孔体や装置周辺の改良・開発および物質導入実験を
行ってきた．その結果，光化学細胞膜穿孔法の実用
性や信頼性を向上することができ，この技術の一連
の動作を行うためのロボット装置も開発，共同研究
を行っている関連企業よりセルスタンパーCP-01 と
いう製品名で試験販売にまで至った．
そこで本研究では，コストを抑えつつも，従来以
上に様々な範囲で光化学細胞膜穿孔法の利用を可能
光化学反応を利用した局所的な細胞膜酸化による細胞膜穿孔法は我々の独自技術であり，様々な研究開発を行ってきた．今回，技術
の実用化に向け，その中核となるナノブラシ状の細胞膜穿孔体について，安定した作成法や運用方法を調査した．その結果，一種の
シリコーンゴムで構成される穿孔体を転写して作成するため鋳型について，転写に伴う鋳型の目詰まりと転写後の形状を観察，実用
上支障が無いことを確認した．また細胞膜穿孔体の穿孔能力について，能力を保ちつつ酸化反応を突起部に限定する製法に成功，加
えて穿孔体表面の汚れに伴う穿孔性能の低下はタンパク質・脂質分解酵素液と超音波洗浄の併用により回復可能である旨を確認し
た．一方，穿孔体に薬品を含有させるための多孔質化を試みたが，多孔質化には成功したものの，このような穿孔体は処理中に細胞
を穿孔体表面に吸着し，細胞培養容器から剥離させる結果となった．最終的に光照射部の制御による穿孔パターニング技術に関する
基本的なデータを得ることができた．以上の成果によって，様々な研究者との協業に向けての基盤が大きく強化された．
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図 1 光化学細胞膜穿孔法の概略図 
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にすることを目的に装置の改良および実験を行う．
具体的には穿孔体の生産効率向上および機能拡張に
加え，光化学細胞膜穿孔法を用いたパターニング法
の模索を行う．これらを実現することで，より広い
分野で光化学細胞膜穿孔法の活躍が可能と考える．
細胞膜穿孔体鋳型
穿孔体は一種のシリコーンゴム（polydimethyl siloxane, 
PDMS）を主材料に，光増感剤 Hematoporphyrinを分
散，ナノブラシ状の表面となるよう，微細な穴を有
する鋳型を転写して作成している．従来，作製には
一辺 17mm角の多孔質シリコンを内蔵した鋳型を使
用しており，一度の作製で 10個の穿孔体しか作るこ
とができなかった．また穿孔体は直径 12mm，厚さ
3mm と小さいために鋳型からの取り外しが容易で
はなく，作業中に穿孔体のブラシ構造や本体そのも
のを破壊してしまう危険性もあった．そこで穿孔体
の作製方法を見直し，新たな穿孔体鋳型の設計・開
発を行った．
図 2の左は樹脂フィルムによって転写を行うフィ
ルムモールドタイプの鋳型であり，右は従来の多孔
質シリコンのサイズを大きくした大型多孔質シリコ
ン基板タイプの鋳型である．フィルムモールド鋳型
では一度の工程で 36個，大型多孔質シリコン基板鋳
型では 27個の穿孔体を作製することができる．また
材料を大きめに固化させた後に，穿孔体の寸法にく
り抜くという手順に変更したことで，材料の取り外
しを容易にし，穿孔体の品質の低下を抑えることが
できた．さらにフィルムモールドとシリコン基板で
微小な孔の形状が異なるものを使用している．これ
によってブラシ構造が異なる穿孔体を用意すること
でき，細胞の種類によって穿孔体の種類も変更する
ことが可能となった．以上より，穿孔体の生産効率
を向上し，また細胞内物質導入の使用範囲を広げる
ことが可能となった．
細胞膜穿孔体
酸化力局在化穿孔体
従来の穿孔体では，細胞に触れる表面全体に光増
感剤が含まれているため，細胞群を必要以上に酸化
し，細胞の生存率や物質導入率を低下させてしまっ
ていることが懸念されていた．そこで，穿孔体のナ
ノブラシ構造のみに光増感剤を含ませた酸化力局在
化穿孔体を作製した．
最新の導入法の詳細や導入条件は Tachibana ら
（2015）の文献に述べられており，今回もその条件
を踏襲する．物質導入対象とした細胞は Greene と
Tischler （1976）によって樹立された株化細胞ラッ
ト PC12であり，Φ35mmディッシュ（collagen type I 
coat dish, ATG）上で培養,ディッシュ表面を中央より
90度ずつ 4分割し，各象限毎に様々に条件を変えて
遺伝子発現効率を評価した．
酸化力局在化穿孔体を用いて，従来と同じ条件で，
Shimomura, Johnsonと Saiga（1962）により発見され
た青色励起光下で緑色蛍光を示すタンパク質 GFP，
その遺伝子を含むプラスミドベクターを膜穿孔によ
り導入した（pFP-C1 ベクター, pmaxGFP キット, 
Lonza: 調整・濃度は同社キットの説明に準ずる）．
細胞内に導入された GFPプラスミドはCMVプロモ
ーターによって GFP 遺伝子が導入細胞の遺伝子に
転写され，導入から約 1日で GFPが細胞内に発現す
る．このベクターを PC12 細胞に対して導入したと
ころ，問題なく細胞への遺伝子導入と発現を行うこ
とができた．また，従来の穿孔体と比較して，作製
に使用する光増感剤の量は半分以下であり，また
PDMS の重合固化時に必要なオートクレーブの回数
も従来の 2 回（増感剤含有層 1mm 厚 1 回，磁力固
定用鉄粒子含有層 2mm 厚を追加し再度 1 回加熱）
から 1回（増感剤含有層がブラシ部のみと微量であ
り，鉄粒子含有層と一括で固化可能）で済むことか
ら，より生産効率がよくコストを抑えた穿孔体を作
製することができた．今後は酸化力局在化穿孔体を
使用し，より高い物質導入効率の条件を探る必要が
図 2  新型穿孔体鋳型 
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ある．
薬品含有型穿孔体
通常の細胞内物質導入では，細胞が定着している
ディッシュ内を導入物で満たし，加圧および励起光
照射によって穿孔を行う．しかし，この方法では必
要以上に薬品や物質を使用してしまうため，コスト
が大きくなってしまう．そこで図 3のように細胞へ
の導入物を含むことができる多孔質層を穿孔体に持
たせることで，薬品の消費を最小限に抑えるという
ものを考案した．この方法で物質導入を行うことで，
ディッシュ内の培地を導入物と入れ替える作業を省
くことができるため，細胞が雑菌等に汚染される可
能性も減らすことができる．ここでは薬品含有型穿
孔体の作製方法と，この穿孔体の実用性についての
研究を行う．薬品含有層の形成には，穿孔体材料の
PDMS に水を混入し氷点下で重合固化することで，
空隙を持たせる方法を採用し，薬品含有型穿孔体を
作製した．作製した薬品含有型穿孔体を用いて，GFP
遺伝子導入実験を PC12 細胞に対して行った．その
結果，一部の細胞で GFP遺伝子の発現が見られたが，
多くの細胞はディッシュから剥離してしまった．こ
れは，穿孔体表面に空隙を持たせたことで，細胞が
張り付きやすくなってしまったためであると考える．
また，GFP遺伝子の蛍光を示す細胞が少なかった原
因として，薬品含有型穿孔体の疎水性が想定してい
た以上に高く，GFP遺伝子を微量しか含有できなか
ったことが挙げられる．以上の結果から，今後は細
胞の剥離を抑える方法の探求，また薬品含有量を増
加させるための措置として，穿孔体の親水性を持た
せる処理の検討などが必要である．
穿孔体の洗浄
前述の Tachibana ら（2015）の実験を通じ，穿孔
体使用 2回目以降の細胞膜穿孔効率の低下が明らか
になったため，穿孔体の洗浄方法の確立に向けた研
究に着手した．将来的な技術利用者による入手性を
念頭に，市販の脂質・タンパク質分解酵素を含んだ
コンタクトレンズ洗浄剤より 2 種を選定（洗浄剤
１：Activa Tablet,オフテクス, 洗浄剤 2：C キュー
ブ オーツーワン,ロート製薬）と超音波洗浄機（1510, 
Bransonic）を併用して使用後の穿孔体を洗浄し，洗
浄後の穿孔体を使用した PC12細胞への GFP遺伝子
導入実験を行った（表 1）．洗浄条件，手順は以下の
通りである：
条件 1:洗浄剤１+超音波洗浄+すすぎ洗い
条件 2:洗浄剤２+超音波洗浄+すすぎ洗い
条件 3:超純水+超音波洗浄+すすぎ洗い
条件 4:超純水+すすぎ洗い
手順：①使用後の穿孔体を 15ml 遠沈管に入れた
ものを 4つ用意→②遠沈管ごとに条件の液体をそれ
ぞれ入れ，30分超音波洗浄→③洗浄剤の効果を検証
するため，24時間放置→④遠沈管内の液体を全て取
り除き，超純水で 3回すすぎ洗い
その結果，GFP遺伝子が発現していた細胞数は未
表 1 洗浄後，処理回数による遺伝子導入細胞数の推移
  1 回目 2 回目 3 回目 4 回目
条件１(洗浄剤有) 54 17 8 8 
条件２(洗浄剤有) 27 0 10 9 
条件３(洗浄剤無) 4 0 4 4 
条件４(洗浄剤無) 6 5 6 6 
※未使用の穿孔体による GFP導入実験 
→各象限あたり平均 70個の細胞から蛍光を確認 
図 3 薬品含有型穿孔体の概要 
図 4 洗浄前後の穿孔体表面（左：洗浄前，右：洗浄後）
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使用の穿孔体を用いた実験と同程度であったため，
穿孔体の洗浄に成功したと考える．今後，より効果
の高い洗浄剤の選定，洗浄手順の最適化，洗浄を行
った穿孔体の汚れを検出するための試薬の検討によ
り，より良い穿孔体洗浄方法を探求する必要がある．
パターニング用基礎研究
光化学細胞膜穿孔法の運用範囲拡大のために，臓
器再生を見据えた細胞膜穿孔技術によるパターニン
グの基礎を構築する事を目的として， Tas と
Werserneng（1981）が報告した死細胞の細胞膜を透
過して核を染色するヨウ化プロピジウムの導入実験
を PC12 細胞に対して行った．ここではパターニン
グの効果を検証するために，セルスタンパーCP-01
の光照射ユニットの半分を覆い隠し，励起光照射エ
リアと励起光遮断エリアに分けて実験を行った（図
5）．その結果，光照射エリアでは細胞の剥離が少な
く，遮光エリアでは細胞の剥離が多かった．これは，
光照射エリアでは光化学反応によって細胞表面が酸
化されて固くなったことで穿孔体に張り付きにくく
なり，遮光エリアでは粘着性のある細胞が穿孔体に
多く張り付いてしまったと考える．
また，光照射エリアでは生細胞と思われるものも
400µm
図 5 パターニング試験 
(上段：励起光照射エリア，下段：励起光遮蔽エリア) 
（左：透過像，右：蛍光像）
※コントラスト調整実施 
多く染色されているのに対して，遮光エリアでは染
色されている生細胞はほとんど確認できなかった．
以上のような，励起光の有無による穿孔効果の差が
確認されたことで，光化学細胞膜穿孔法を用いたパ
ターニング技術に関する基本的なデータを得ること
ができた．
結論
新たな細胞改変技術として注目されつつある，光
化学細胞膜穿孔法を基本的な部分から振り返り，そ
の中核部品である細胞膜穿孔体の性能向上を目指し
た諸研究を行った．その結果，細胞膜穿孔体の最適
な作製方法や洗浄方法の確立に有用なデータや，穿
孔体の機能拡張や光化学細胞膜穿孔法によるパター
ニング技術に関する基本的なデータを得ることがで
きた．これらによって，様々な研究者との協業に向
け，光化学細胞膜穿孔法の機能および運用範囲の拡
張に向けての技術基盤が大きく強化されたといえる．
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Fundamental Research on a Photooxidative Cell Membrane Perforator 
For stable fabrication and operation of the cell membrane perforator 
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Our photooxidative cell membrane perforation method is a unique physicochemical transgenic process for cell engineering. A robotic transgenic 
process based on this method is now available; therefore, in this research, we focused on a nanobrush-shaped cell membrane perforator and 
evaluated the fabrication and operation methods. The results are summarized as follows: (1) the mold can repeatedly imprint the brush-like 
surface. (2) To reduce the risk of oxidation during the process, the oxidative reagent is concentrated in the brush part; this approach is effective. 
(3) Cleansing of the perforator surface after the process with sonication and protease can recover the perforation performance. (4) A porous 
perforator can absorb materials and cells and can detach the cells from the culture dish. (5) The perforated area can be controlled through 
manipulation of the light irradiation area, and this concept can be extended to two-dimensional patterning modification processes of the cells. 
With these efforts, we can collaborate with various researchers. 
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